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論文内容要旨
緒言
 骨が健全に維持されるためには,カルシウム代謝が正常に行われる必要がある。副甲状腺ホルモン
 (PTH)は,カルシウム代謝を調節する主要なホルモンである。PT賢の骨組織における主要な標的細胞は骨
 芽細胞であり,PTHの受容体であるPTHIPTHrP受容体が高レベルで発現している,PTHの受容体は
 PTH/PTHrP受容体と命名されている.この名称の由来は,1991年に」即pllerらによって発表された研究結
 果に基づいている。彼らによってクローン化されたこの受容体は,PTH以外にPTH関連ペプチド(PTHrP)
 もリガンドとなり,PTHと同等の親和性を有することが示されたことによる、
 PTHIPTHrP受容体は,7回膜貫通領域をもつGタンパク質共役型受容体である,一この受容体にリガンド
 が結合することによって引き起こされるシグナル導入経路のうち,主要なものにGs/アデニノレ酸シクラー
 ゼを介して細胞内cAMp濃度の上昇が誘起される経路と,Gq/ホスホリパーゼCを介してタンパク質キナー
 ゼCの活性化および細胞内イオン化カルシウム濃度のヒ昇が引き起こされる経路がある、一これらの反応が
 引き金となって,カルシウム代謝や骨代謝に関する重要な応答を含む様々な細胞応答反応が生じる、
 血中カルシウム濃度の低下に伴い動員されるPT睡は,骨吸収を誘起することで血中カルシウム濃度を」二
 昇させる、、すなわち,PTHIPTHrP受容体を介して骨芽細胞にシグナルを導入し,破骨細胞活性化因」tの
 発現を誘導することで破骨細胞を活性化して骨吸収作用を誘起する,、従って,このPTH-PTHIPTHrP受容
 体系の機能に異常が生じると,正常なカルシウム代謝および骨代謝が行なわれなくなる.一実際,Jansen型
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ヌ 骨幹端軟骨異形成症などは,PTHIPTHrP受容体の異常によって生じる疾患であることが知られている。
 また最近の遺伝学的研究で,骨粗鬆症と最も強く連鎖している遺伝子はPTHIPTHrP受容体であることが
 明らかにされた。このように多くの骨代謝疾患に関与しているPTHIPTHrP受容体の研究は,骨代謝研究
 における重要なテーマである。
 このPTH/PTHrP受容体の発現に影響を与える因子として現在知られているものには,この受容体のリ
 ガンドであるPTHやPTHrP,インスリン様成長因子(IGF)一1などのリガンド以外のいくつかのペプチドおよ
 び活性型ビタミンDなどのいくつかのステロイドが知られている。しかし,これらの研究はいずれも,細
 胞表面の活性な受容体数におよぼす影響か,mRNAレベルにおよぼす影響の解析であって,シグナル伝達
 経路や転写制御についての詳細な研究は行なわれていない。このため,この受容体の遺伝子発現機構お
 よびその調節機構はほとんど解明されていない。
 そこでこれらの知見を得るために,まず第一章では骨形成に関与することが知られており,骨代謝,
 特に骨形成に対し重要な因子である謁F-1による骨芽細胞のPT卿PTHrP受容体発現調節の解析を行った。
 さらに第二章では,自身のリガンドであるPT}{による骨芽細胞のPT{{/PTHrP受容体発現調節の解析を行っ
 た。
蓼
 第1章ラット骨芽細胞におけるIGF-1によるPTHIPTHrP受容体発現調節
 まず,栄養状態が骨代謝におよぼす影響を調べるために,短期間の絶食がPTH-PTHIPTHrP受容体系に
 およぼす影響の解析を行った。ラットにおける短期間の絶食が骨組織のPTHIPTHrP受容体mRNAレベルに
 およぼす影響を調べたところ,絶食開始2日以降mRNAレベルは有意に上昇した。このとき,生理的に活
 性な受容体数も増加しているものと考えられた。この絶食による現象に関与する最も可能性の高い血中
 成分として,絶食によって血中濃度が大きく減少する亙GF一亜が考えられた。
 次に,培養骨芽細胞を用いてIGF-1がPTHIPTHrP受容体発現におよぼす影響を解析した。IGF-1は,骨芽
 細胞のPTHIPTHrP受容体mRNAレベルおよび細胞表面の生理的に活性な受容体数を濃度依存的に減少させ
 た。このIGF-1によるPTHIPTHrP受容体mRNAレベルの低下作用は,転写抑制の結果であり,IGF一亙は
 mRNAの分解速度には影響しないことが明らかとなった。また,IGF-1によるこの低下作用はp42/44MAP
 キナーゼ経路の阻害剤によって阻止されたことから,p42/44MAPキナーゼ経路経由のシグナルが関与し
 ていることが示された。さらに,且GF-1によるこの低下作用はタンパク質合成阻害剤によっても阻.止され
 たことから,転写抑制に関与する何らかの新規に合成されるタンパク質が関与することが示された。
 さらに,IGF-1によるPTH/PTHrP受容体転写抑制作用に関与するPT}{/PTHrP受容体遺伝子上のシスエレ
 メントを検索した。,ラット骨芽細胞においては,PTHIPTRrP受容体に存在する2つのプロモーターのうち
 下流側プロモーターが主要に機能していた。この下流側プロモーターの転写開始,点を+1とした場合,
 一5955から、5864と+254から+411の2つの領域がIGF-1による転写抑制作用に関与していることが示された。
 これらの領域には!塩基対のみ異なる14塩基対の共通配列(rPRMKSRE)が存在した。これらの配列がr流
 側プロモーター活性におよぼす影響を解析したところ,rPRMKSREの存在によって,1GF一亙によるプロモ
 ー ター活性の抑制作用が再現された。この抑制作用が発揮されるためには,転写開始点との位置関係が
 重要で,方向の逆転は影響しなかった。また,骨芽細胞にIGF-1を作用させるとrPRMKS尺Eに結合するタ
 ンパク質が増大するが,P42/44MARキナーゼ経路の阻害剤によってこのタンパク質はほとんどみられな
 くなることが示された。
 第2章ラット骨芽細胞におけるPT9による碧THIPTHrP受容体発現調節
 まず,培養骨芽細胞を用いてPTHがPT目/PTHrP受容体発現におよぼす影響を解析した。PTHによる
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マ PTHIPTHrP受容体mRNAレベルの低下作用は,転写抑制の結果であることが明らかとなった。また,活性
 化剤もしくは阻害剤を用いた解析の結果,PTHによるこの低下作用は,細胞内cAMP濃度の上昇を引き金
 とする,タンパク質キナーゼA経路を介さないシグナル導入経路によって発現する。すなわち,細胞内
 cAMPによって既存の転写調節タンパク質が活性化され,それがPTH受容体遺伝子の発現を抑える経路が
 主経路であることが明らかになった。また,タンパク質キナーゼC経路経由のシグナルでp42/44MAPキナ
 ー ゼ経路が活性化されることにより,IGF-1の場合と同様な様式で,PTH受容体遺伝子の発現を抑えるも
 う一方の経路があることも見出された。
 次に,この細胞内cAMP濃度の上昇を引き金とするシグナル導入経路によるPTHIPTHrP受容体転写抑制
 作用に関与するPTHIPTHrP受容体遺伝子上のシスエレメントを検索した。IGF-1の場合と同様に下流側プ
 ロモーターの転写開始点を+1とした場合,deletion解析の結果,最大のプロモーター活性が発揮されるた
 めに必要な領域は,一128から+103の部分であった。また,更に詳細に検索すると,一44から+25の領域が
 PTHによる転写抑制作用に関与しているものと考えられた。そこで,ゲルシフトアッセイを行ってこの領
 域に結合するタンパク質を検索したところ,一iから+25の部分(PTHSR)に結合するタンパク質がPTHによ
 ってその結合が抑えられることが明らかとなった。一方,一44から一2の部分に結合するタンパク質には
 PTHによって影響を受けるものはみられなかった。このPTHSRに結合するタンパク質の結合部位に変異
 を加えたプローブを用いて限定したところ,+!から+12の配列に結合することが示された。さらに,この
 配列中の+!0から+12の部分に変異を加えたコンストラクトのプロモーター活性には,PTHの影響はみら
 れなかった。
 布巳・ロ1田
 本研究で解明された内容を以下にまとめた。
 (!)短期間の絶食により,ラット骨組織のPTHIPTHrP受容体発現が上昇することを明らかにした。この現
 象には,血中互GF-1濃度の減少が関与していると考えられた。
 (2)IGF一}はラット骨芽細胞のPTHIPTHrP受容体発現を抑制すること,およびこれに関与するシグナル導入
 経路はp42/44MAPキナーーゼ経路であることを明らかにした。
 (3)IGF一亙によるラット骨芽細胞のPTHIPTHrP受容体転写抑制作用に関与する遺伝子・上の2ケ所のシスエレ
 メントを明らかにした。
 (4)PTHによるラット骨芽細胞のPTH/PTHrP受容体転写抑制作用に関与する遺伝子」一1の領域(PTHSR)を
 明らかにした。
 PTH-PTHIPTHrP受容体系は骨代謝に密接を制御する主要な反応系の・一つである。従って,以上の研究
 の成果ならびにこの成果をもとにクローン化されることが期待されるPTHIPTHrP受容体の転写制御因子
 の解析は,今後の骨代謝研究に大きく貢献するものと考えられる。
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一 論文審査の結果の要旨
 提出論文では,副甲状腺ホルモン(PTH)の受容体であるPTHIPTHrP受容体の骨芽細胞における発現調節
 の解析が行われた。骨組織が健全に維持されるためには,カルシウム代謝が正常に行なわれる必要があ
 る。PTHはカルシウム代謝を調節する主要なホルモンで,血中カルシウム濃度を上昇させる作用がある。
 このPTHの受容体は,骨組織では骨芽細胞に存在し,PT猟が結合すると破骨細胞活性化因子の産生促進な
 どの細胞応答が引き起こされる。従って,この受容体の発現調節機構を解明することは,骨代謝調節お
 よび骨代謝疾患の機構を解明するヒで重要な意義をもっている。
 本研究は,骨代謝調節に強く関連する因子である1GF一互およびPTHがPTHIPTHrP受容体の発現におよぼ
 す影響を,主に培養骨芽細胞を用いて行われた。この両因子の各々に関して,PTHIPTHrP受容体の発現
 制御を引き起こすシグナル導入経路の解析および発現制御に関与するPTHIPTHrP受容体遺伝子上のシス
 エレメントの解析がなされた。
 本研究で明らかになった知見は,(1)短期間の絶食により,ラット骨組織のPTHIPTHrP受容体発現が上
 昇することを明らかにした。この現象には,血中IGF4濃度の減少が関与していることが示された。(2)
 1GF一亙はラット骨芽細胞のPTHIPTHrP受容体発現を抑制すること,およびこれに関与するシグナル導入経
 路はP42/44MAPキナーゼ経路であることを明らかにした。(3)賂F一亙によるラット骨芽細胞のPTHIPTHrP受
 容体転写抑制作用に関与する遺伝子.ヒの2ケ所のシスエレメントを同定した。(4)PTHによるラット骨芽
 細胞のPTHIPTHrP受容体転写抑制作用に関与する遺伝子上の領域(PTHSR)を明らかにした。(5)これら
 のDNA制御配列に結合する因子の存在を示したことである。
 PTH-PTRIPTHrP受容体系は骨代謝に密接に関係しているため,これらの研究の成果ならびにこの成果
 をもとに解明されるであろうPTHIPTHrP受容体の転写制御因子の解析は,今後の骨代謝研究に大きく貢
 献すると考えられる。
 以上の結果は,申請者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示し
 ている。従って,川根徹也提出の論文は,博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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